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Abstract

This study focuses on the frequencies of four additional loci to the “core loci” included in the Mentype Argus X-8 PCR Amplifi-
cation Kit (Biotype AG) and on haplotype frequencies determined in a Polish population sample. Forensic efficiency parameters
of investigated loci were calculated. Deviations from HWE were not detected. For practical reasons, eight X-STR loci were cou-
pled in four linkage groups (DXS8378-DXS10135, DXS7132-DXS10074, HPRTB-DXS10101 and DXS7423-DXS10134), es-
tablished over the human X-chromosome. The Argus X-8 Amplification Kit was found to be an effective multiplex system and

a useful addition to other markers routinely used in forensic practice, especially in difficult cases in kinship analyses.
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1. Introduction

Polymorphic STR markers located on autosomal
chromosomes are most often used in kinship examina-
tions performed in forensic genetics. If obtained re-
sults are still inconclusive, information from addition-
al gonosomal markers, i.e. sex chromosomes Y and X
may be helpful in solving the given case [3, 4, 12]. The
chromosome Y STR loci are already considered basic
markers for forensic genetics. Application of chromo-
some X STR loci as a tool for kinship testing is today
a subject of growing interest for forensic genetics [13]
and this is connected, among other things, to the com-
mercial availability of the Mentype Argus X-8 PCR
Amplification Kit (Biotype AG) [1, 14]. The Argus
X-8 kit enables simultaneous amplification of eight
STR loci located on human chromosome X, that is:
DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074,
DXS10101, DXS10134, DXS10135, HPRTB and the

locus of amelogenin [7]. Genetic loci that have been in-
cluded in this kit comprise four pairs of STR systems,
each pair (cluster) constituting a different chromosome
X linkage group: group I — DXS8378/DXS10135,
group I — DXS7132/DXS10074, group III — HPRTB/
DXS10101 and group IV —-DXS7423/DXS10134 [10].
Participation in the same linkage group means that the
loci are located on chromosomes in close proximity to
each other and due to this the chances for their joint
parent to child transmission are higher [11].

This paper presents population data for four markers
DXS10135, DXS10074, DXS10101 and DXS-10134,
analysed with the Argus X-8 kit. Four other chromo-
some X markers, the so-called core loci, were charac-
terised before [5].
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2. Material and methods
2.1. Population study

The studied material consisted of buccal swabs col-
lected from unrelated individuals (60 females and
60 males) originating from central Poland.

2.2. Genetic analysis

DNA was extracted using the Sherlock AX kit
(A & A Biotechnology). DNA concentration was as-
sessed with the fluorimetric method using Qubit appa-
ratus and the Quant-iT dsDNA BR kit (Invitrogen).
1 ng of DNA was subjected to amplification using the
Mentype Argus X-8 kit according to the manufac-
turer’s recommendations [7]. PCR products were re-
solved on the ABI Prism 377 DNA sequencer with
ROX 550 as an internal size standard. The electropho-
resis time was reduced from 3 h to 2.12 h. The ampli-
fied DNA fragment size was determined with the help
of GeneScan 3.7.1 computer software.

2.3. Statistical analysis

The obtained results were further used to calculate
allele frequencies characteristic for the loci included in
the Argus X-8 amplification kit separately for female
and male populations. Concordance with the Hardy-
Weinberg rule (HWE) was analysed by comparison of
values for expected and observed genotypes in the
population of females using the Fisher exact test as im-
plemented in the GDA program based on 2300 random
permutations [6]. Comparison of allele distributions
between the male and female groups was performed
using a homogeneity test implemented in R x C com-

puter software (G. Carmody, Ottawa, Canada) using
1000 simulations. The calculated allele frequencies
were then subjected to statistical analysis for determi-
nation of the usefulness of these marker sets in foren-
sic genetics. The following parameters were calcu-
lated: expected (H{ET,) and observed (HET ) geno-
type heterozygosity in the population of females [8],
PIC (polymorphism information content) [12], power
of discrimination PD calculated separately for the ana-
lysed group of females (PDy) and males (PD,,), MEC —
mean exclusion chance, calculated for trio and duo
cases [2]. Analysis of differentiation among the haplo-
types (HD) observed in the population of males and
four linkage groups characteristic for chromosome X
was performed using Arlequin computer software [9].

3. Results and discussion

The genotype distributions obtained for the studied
group of females were examined in terms of their con-
cordance with the Hardy-Weinberg equilibrium. The
performed analysis did not reveal deviations from the
HWE state for any of the four studied loci included in
the Argus X-8 kit (DXS10135, DXS10074, DXS10101
and DXS10134), as indicated by p-values above 0.05
(Table I).

In the next step we performed comparative analysis
of allele distributions characteristic for the studied
groups of females and males. Using Carmody’s test,
no statistically significant differences were revealed
between allele distributions in these two groups and
thus allele frequencies could be calculated (jointly) on
the basis of results obtained for both populations (Ta-
ble II).

TABLE I. BIOSTATISTICAL PARAMETERS OF INVESTIGATED X-STR LOCI IN A POPULATION SAMPLE OF CENTRAL

POLAND
Linkage group I II I IV
DX10135 DXS10074 DXS10101 DXS10134

p (HWE) 0.533 0.879 0.330 0.213
PIC 0.920 0.810 0.640 0.770
HET o, 0.943 0.834 0.895 0.855
HET g5 0.900 0.933 0.850 0.833
PDy 0.992 0.949 0.978 0.959
PD,, 0.931 0.793 0.886 0.839
MECryio 0.938 0.812 0.888 0.840
MECpy, 0.872 0.605 0.766 0.671
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TABLE II. ALLELE FREQUENCIES OF FOUR X-CHROMOSOMAL LOCI IN A POPULATION SAMPLE OF CENTRAL

POLAND
Allele DXS10135 (I) DXS10074 (1I) DXS10101 (III)  DXS10134 (IV)  Allele
7 0.067 7
8 0.139 8
9 0.006 9
13 - 13
14 0.011 14
15 0.078 15
16 0.011 0.178 16
17 0.017 0.306 17
17.1 0.006 - 17.1
18 0.033 0.122 18
18.1 0.011 - 18.1
19 0.056 0.083 19
19.1 0.011 - 19.1
19.3 - 0.006 19.3
20 0.078 0.006 20
20.1 0.017 20.1
21 0.083 21
21.1 0.006 21.1
22 0.094 22
22.1 0.022 22.1
23 0.072 23
23.1 0.011 23.1
24 0.100 24
25 0.067 25
25.1 0.006 25.1
25.2 - 0.006 25.2
26 0.072 - 26
26.2 - 0.022 26.2
27 0.044 0.006 27
27.2 - 0.056 27.2
28 0.061 0.039 28
28.2 - 0.128 28.2
29 0.044 0.011 29
29.2 - 0.144 29.2
30 0.022 0.028 30
30.2 - 0.183 30.2
31 0.028 0.078 31
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TABLE II. ALLELE FREQUENCIES OF FOUR X-CHROMOSOMAL LOCI IN A POPULATION SAMPLE OF CENTRAL

POLAND (cont.)

Allele DXS10135 (I) DXS10074 (II) DXS10101 (II) DXS10134 (IV) Allele
31.2 - 0.106 31.2
32 - 0.078 0.011 32
322 - 0.039 - 322
33 0.011 0.050 0.033 33
34 0.006 0.017 0.106 34
342 - 0.011 - 342
35 0.006 0.217 35
36 0.006 0.233 36
37 0.161 37
37.2 0.011 37.2
38 0.078 38
38.3 0.011 38.3
39 0.028 39
39.3 0.044 39.3
40 0.006 40
40.3 0.028 40.3
41 - 41
41.3 0.017 41.3
42 - 42
43 - 43
43.3 0.017 43.3

Analysis of this population sample did not reveal
any variant alleles not included within the Argus X-8
allelic ladder. Table II shows the distribution of allele
frequencies for all the full repeat unit variants and
microvariants (index of partial repeats). The highest
number of alleles (28) was observed for the DXS10135
locus included in the I linkage group, while the least
polymorphic STR locus was DXS10074 (II linkage
group) with 11 different variants. Potential linkage
disequilibrium among the four studied X-STR loci
DXS10135, DXS10074, DXS10101 and DXS10134
was tested with the Fisher exact test. This analysis in-
dicated that as in the case of the four core X chromo-
some loci, which were analysed previously [5], no
linkage was detected among this additional set of loci.
This result allows them to be considered as independ-
ent markers (0.052 <p < 0.925).

Genetic analysis of eight X-STR markers that are
classified within four chromosome X linkage groups [10]

enabled determination of haplotypes within each of
them in the studied group of males. Frequencies of oc-
currence of specific X haplotypes were determined by
using Arlequin software [9] and detailed data on distri-
bution characteristic for particular groups is shown in
Table I11.

Then, based on the ascertained haplotype frequen-
cy distributions, values of haplotype diversity were
calculated. The highest HD was noted for I and III
linkage group (0.997 and 0.976, respectively), while
the lowest HD was found for II and IV linkage group
(0.945 and 0.958, respectively). Haplotypes deter-
mined in this Polish population sample for four chro-
mosome X linkage groups were further compared with
data for a Hungarian population sample consisting of
219 X chromosomes [ 14]. Statistical comparisons per-
formed with two independent tests (3 and G-statistic —
R x C, Carmody) did not reveal statistically significant
differences between haplotype frequency distributions
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for the two male populations and within the four ana-
lysed X chromosome linkage groups. The highest prob-
ability values were found for [ (DXS8378-DXS10135)
linkage group with x* and G-statistic p values 0.726
and 0.774, respectively and IV (DXS7423-DXS10134)
linkage group with p-values 0.693 and 0.634, respec-
tively. These results indicate that the studied groups
are highly homogeneous for these two pairs of loci.
Slightly higher differences in haplotype distribution
between Polish and Hungarian population samples
were found in III (HPRTB-DXS10101) and II
(DXS7132-DXS10074) linkage groups with respec-
tive p values of y* and G-statistic: 0.159 and 0.197
(II linkage group) and 0.120 and 0.060 (II linkage
group), although the obtained values are statistically
insignificant. The combined power of discrimination
for the analysed Mentype Argus X-8 loci DXS10135,
DXS10074, DXS10101, and DXS10134 pooled to-
gether with previously analysed DXS8378, DXS7132,
HPRTB, and DXS7423 chromosome X loci is
PDy > 0.99999999, PD,, > 0.99999808 and the com-
bined mean exclusion chance is MECry, > 0.99999,
MECpy = 0.99933. These values are similar to the re-
spective values found in a Hungarian population sam-
ple [14].

4. Conclusions

The created population database allows the STR
markers included in the Mentype Argus X-8 Kit to be
applied in routine research. High values of the forensic
statistical parameters combined with independent in-
heritance of the studied loci make them a very useful
marker set for forensic genetics investigations. Appli-
cation of X-STR loci may constitute a valuable addi-
tion to autosomal markers, particularly in complex
kinship and paternity cases, e.g. when instead of the al-
leged father, his mother (i.e. the putative grandmother
of'the child) is the source of the reference DNA sample.
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ZROZNICOWANIE MARKEROW STR CHROMOSOMU X:
DXS10135, DXS10074, DXS10101, DXS10134 I ICH PRZYDATNOSC

W GENETYCE SADOWEJ

1. Wprowadzenie

Wigkszo$¢ analiz pokrewienstwa z zakresu genetyki
sadowej jest wykonywanych w oparciu o polimorficzne
markery typu STR zlokalizowane gléwnie na chromoso-
mach autosomalnych. Gdy otrzymany wynik analizy nie
daje jednoznacznego rozstrzygnigcia, niezwykle cenne
dla analizowanej sprawy moze si¢ okaza¢ uzyskanie do-
datkowej informacji genetycznej poprzez zastosowanie
markerow gonosomalnych zlokalizowanych na chromo-
somach plci Y oraz X [3, 4, 12]. Do kanonu markeréw
wykorzystywanych w genetyce sadowej naleza loci STR
chromosomu Y. Zastosowanie loci STR chromosomu X
w analizach pokrewienstwa polimorfizmu jest obecnie
przedmiotem zainteresowania genetyki sadowej [13].
Wynika to migdzy innymi z tego, ze dostgpny jest ko-
mercyjny zestaw Mentype Argus X-8 PCR Amplification
Kit (Biotype AG) [1, 14].

Zestaw Argus X-8 pozwala na jednoczesna amplifi-
kacjg osmiu /oci STR znajdujacych si¢ na chromosomie
X cztowieka: DXS7132, DXS7423, DXS8378, DXS10074,
DXS10101, DXS10134, DXS10135, HPRTB oraz locus
amelogeniny [7]. Sktad loci zawartych w zestawie zostat
tak dobrany, ze tworza one cztery pary markerow, z kto-
rych kazda para (klaster) nalezy do innej grupy sprz¢ze-
niowej chromosomu X: I grupa — DXS8378/DXS10135,
II grupa — DXS7132/DXS10074, 111 grupa — HPRTB/
DXS10101, IV grupa—DXS7423/DXS10134 [10]. Przy-
nalezno$¢ do tej samej grupy sprzgzeniowej oznacza blis-
kie potozenie loci na chromosomie, co z kolei zwigksza
szanse na ich wspolne przekazanie potomstwu [11].

Przedmiotem niniejszego opracowania sa dane popu-
lacyjne odnosne do czterech markerow — DXS10135,
DXS10074, DXS10101 oraz DXS10134, ktére oznacza-
no z wykorzystaniem zestawu Argus X-8. Charakterysty-
ka czterech innych markeréw chromosomu X, tzw. loci
rdzenia, zostata zawarta we wczesniejszym opracowa-
niu [5].

2. Material i metody
2.1. Populacja

Materiat badawczy stanowity wymazy z btony $luzo-
wej jamy ustnej pobrane od niespokrewnionych ze soba

0s6b (60 kobiet, 60 mgzczyzn) pochodzacych z regionu
Polski centralne;j.

2.2. Analiza genetyczna

Izolacje DNA przeprowadzono z zastosowaniem ze-
stawu Sherlock AX (A & A Biotechnology). Stezenie
oznaczono metoda fluorymetryczna, wykorzystujac apa-
rat Qubit i zestaw Quant-iT dsDNA BR kit (Invitrogen).
Amplifikacje 1 ng DNA wykonano przy uzyciu zestawu
Mentype Argus X-8 zgodnie z zaleceniami producen-
ta [7]. Produkty PCR analizowano w sekwenatorze ABI
Prism 377, wykorzystujac ROX550 jako wewngtrzny
standard wielko$ci. Czas elektroforezy zostat skrocony
z3hdo 2,12 h. Do okres$lenia wielko$ci uzyskanych frag-
mentow wykorzystano oprogramowanie GeneScan 3.7.1.

2.3. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki postuzyty do okreslenia czgstosci
alleli wystepujacych w poszczegolnych loci zestawu Ar-
gus X-8 osobno dla populacji kobiet i m¢zczyzn. Zgod-
no$¢ z prawem Hardy’ego-Weinberga (HWE) analizo-
wano poprzez pordéwnanie liczebnosci oczekiwanych
i obserwowanych genotypéw w populacji kobiet za po-
mocg testu doktadnego Fishera zawartego w oprogramo-
waniu GDA w oparciu o 2300 losowych permutacji [6].
Do poréownania rozkladu alleli pomigdzy populacjami
kobiet i m¢zczyzn postuzyt test homogenno$ci zawarty
w oprogramowaniu R x C (G. Carmody, Ottawa, Kana-
da) z zastosowaniem 1000 symulacji. Uzyskane czgstosci
alleli zostaly nastgpnie poddane analizie biostatystycznej
okreslajacej przydatnos¢ badanego zestawu markerow
w genetyce sadowej. Obliczone zostaly nastgpujace pa-
rametry statystyczne: heterozygotyczno$¢ genotypow
w populacji kobiet oczekiwana (//ET,) 1 obserwowana
(HETs) [8], PIC (wskaznik informacji o polimorfizmie)
[12], sita dyskryminacji uktadu PD obliczona oddzielnie
dla populacji kobiet (PDy) i populacji mgzczyzn (PD,y,),
MEC — $rednia sita wykluczenia obliczona dla spraw trio,
jak i duo [2]. Do oceny zréznicowania obserwowanych
haplotypéw (HD) populacji mezczyzn w zakresie czte-
rech grup sprzgzen chromosomu X postuzono si¢ opro-
gramowaniem Arlequin [9].

3. Omodwienie wynikow i dyskusja
Otrzymane rozktady genotypéw w populacji kobiet

oceniano pod wzglgdem ich zgodnosci z rownowaga
Hardy’ego-Weinberga. Przeprowadzona analiza nie wy-
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kazata odchylen od stanu HWE dla zadnego z czterech ba-
danych loci zestawu Argus X-8 (DXS10135, DXS10074,
DXS10101, DXS10134), na co wskazuja uzyskane war-
tosci prawdopodobienstwa przekraczajace wartos¢ 0,05
(tabela I).

Kolejnym krokiem byto dokonanie analizy porow-
nawczej pomiedzy uzyskanymi rozktadami alleli w po-
pulacji kobiet i mgzczyzn. W oparciu o test Carmody’ego
nie ujawniono statystycznie istotnych réznic w rozkta-
dach alleli obu populacji, co pozwolito na obliczenie war-
tosci czgstosci alleli dla obu populacji tacznie (tabela II).

W badanej prébie populacyjnej nie odnotowano wy-
stapienia nowych alleli, nieobserwowanych w drabinie
allelicznej zestawu Argus X-8. Uzyskane rozktady alleli
zawierajace zarowno warianty pelnych, jak i niepetnych
powtdrzen, przedstawiono w tabeli I1. Dla locus DXS10135
I grupy sprzg¢zeniowej odnotowano najwigksza liczbg al-
leli (28), natomiast najmniej polimorficzny uktad STR to
DXS10074 (I grupa) z 11 wariantami powtorzen.

Analizie poddano takze wzajemna korelacjg czterech
badanych /loci X-STR — DXS10135, DXS10074,
DXS10101 oraz DXS10134 w oparciu o test doktadny
Fishera. Przeprowadzona analiza dowiodta, ze tak samo
jak w przypadku czterech loci rdzenia, ktérych analiza
byta przedmiotem wczesniejszego opracowania [5], row-
niez pomigdzy badanymi /oci nie istnieje sprzgzenie. Uza-
sadnia to ich traktowanie jako niezaleznych od siebie
(0,052 <p <0,925).

Dokonana analiza genetyczna o$miu markerow typu
X-STR zaklasyfikowanych do czterech grup sprze¢ze-
niowych chromosomu X [10] pozwolita na ujawnienie
haplotypow w obrebie kazdej z grup w badanej populacji
mezezyzn. Czgstosci wystgpowania poszcezegdlnych ha-
plotypéw X okreslono, wykorzystujac oprogramowanie
Arlequin [9], a szczegdtowy ich rozktad w poszczegol-
nych grupach zawarto w tabeli III.

W oparciu o uzyskane rozktady haplotypéow obliczo-
no wartosci zréznicowania haplotypowego. Najwyzsze
warto$ci HD odnotowano dla I oraz I1I grupy sprz¢zenio-
wej (odpowiednio: 0,997; 0,976), za$ najnizsze charak-
teryzowaly 11 1 IV grupg (odpowiednio 0,945; 0,958).

Haplotypy Polakéw w zakresie czterech grup sprzg-
zeniowych chromosomu X poréwnano z populacja we-
gierska, w ktorej analizie zostato poddanych 219 chro-
mosomow X [14]. W wyniku przeprowadzonych porow-
nan statystycznych dwoma niezaleznymi testami: x°
i G-statistic (R x C) nie stwierdzono znamiennych statys-
tycznie rdznic pomi¢dzy rozktadami obserwowanych ha-
plotypéw obu populacji mgzczyzn w obrgbie zadnej
z analizowanych czterech grup sprzezeniowych chro-
mosomu X. Najwyzsze wartosci prawdopodobienstwa
uzyskano dla grupy I (DXS8378-DXS10135) oraz IV
(DXS7423-DXS10134), odnotowujac odpowiednio w tes-
tach Xz oraz G-statistic: p = 0,726; 0,774 oraz p = 0,693;
0,634. Otrzymane wyniki §wiadcza o duzej homogen-

nosci badanych grup w obrgbie tych dwoch par loci. Wigk-
sze roznice w rozktadzie haplotypéw pomigdzy popu- la-
cja polska i wegierska zaobserwowano w 111 (HPRTB-
DXS10101) i II (DXS7132-DXS10074) grupie, dla kto-
rych odnotowano wartosci testow x> oraz G-statistic wy-
noszace odpowiednio: p =0,159; 0,197 (III) oraz p = 0,120;
0,060 (1), cho¢ uzyskane warto$ci mieszcza si¢ w grani-
cach statystycznej nieznamiennos$ci roznic.

Analizowane w pracy loci Mentype Argus X-8:
DXS10135,DXS10074, DXS10101, DXS10134 w pota-
czeniu z wczesniej badanymi: DXS8378, DXS7132,
HPRTB, DXS7423 daja taczne wartosci sily dyskrymi-
nacji PDy > 0,99999999, PD,, > 0,99999808 oraz tacz-
ne warto$ci $redniej teoretycznej szansy wykluczenia
MECr; > 0,99999, MECp,, = 0,99933. Uzyskane war-
tosci sa zblizone do warto$ci uzyskanych dla populacji
wegierskiej [14].

4. Whnioski

1. Opracowana baza danych populacyjnych pozwala na
zastosowanie zestawu markeréw Mentype Argus X-8
Amplification Kit w rutynowej praktyce badawcze;j.

2. Wysokie warto$ci wskaznikow statystycznych oraz
niezaleznos$¢ badanych loci wzglgdem siebie decydu-
ja o ich duzej przydatno$ci w analizach z zakresu ge-
netyki sadowe;j.

3. Wykorzystanie loci X-STR moze stanowi¢ cenne
uzupetnienie dla markeréw autosomalnych szczego6l-
nie w trudnych sprawach analizy pokrewienstwaido-
chodzenia ojcostwa np. takich, w ktorych zamiast
pozwanego o ojcostwo megzczyzny badaniu podda-
wana jest jego matka (domniemana babka dziecka).
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